Compendio della Tesi

La fermentazione é uno dei metodi pit antichi ed economici utilizzati nella conservazione degli alimenti, ca-
ratterizzata da una conversione lenta dei composti organici mediata da microrganismi o enzimi di origine ve-
getale o animale. | cibi fermentati sono fortemente legati alla cultura e alla tradizione soprattutto nelle zone
rurali; infatti, I'uso di ingredienti locali e di tecniche di produzione tipiche sono parte integrante della cultura
regionale e nazionale. La fermentazione migliora le caratteristiche organolettiche degli alimenti, la loro accet-
tabilita e appetibilita per i consumatori e prolunga la shelf life del prodotto, questo processo inoltre, determina
un incremento del valore nutrizionale del prodotto, correlato in molti casi all’acquisizione di proprieta benefi-
che per la salute umana. | batteri lattici sono comunemente presenti in alimenti e bevande fermentate prodotte
in tutto il mondo. Il ruolo dei batteri lattici € stato ampiamente valutato e molti ricercatori hanno evidenziato
un’importante azione di questi batteri nei confronti della salute umana. Sulla base di queste premesse, i batteri
lattici sono indubbiamente agenti di trasformazione molto promettenti per la valorizzazione dei prodotti tradi-
zionali e/o lo sviluppo di nuovi prodotti e applicazioni in campo alimentare, soprattutto in relazione alla cre-
scente attenzione dei consumatori nei confronti di un’alimentazione sana ed equilibrata. Inoltre, il crescente
numero di soggetti lattosio- intolleranti, celiaci, piuttosto che vegani e vegetariani, costituisce un forte stimolo
alla ricerca di alimenti innovativi che possano unire ai caratteri tradizionali di alimenti fermentati anche pos-
sibili effetti benefici per la salute umana.

Il presente Dottorato ha avuto 1’obiettivo di caratterizzare dal punto di vista microbiologico, fisico-chimico e
in alcuni casi sensoriale, prodotti fermentati sia della tradizione italiana sia innovativi, con particolare riferi-
mento alla comprensione delle dinamiche microbiche. Relativamente agli alimenti fermentati tradizionali,
sono stati presi in studio il formaggio Caciofiore della Sibilla e il salame tipo Fabriano, mentre per i prodotti
innovativi, sono state sviluppate tre bevande fermentate a base rispettivamente di riso rosso, grano saraceno
ed orzo, e pani a base di farina di frumento tenero ottenuti con impasti acidi di tipo Il.

Il Caciofiore della Sibilla ¢ un formaggio a pasta tenera ottenuto dalla coagulazione di latte crudo ovino con
estratto acquoso di giovani foglie e steli della pianta Carlina acanthifolia All. subsp. acanthifolia, prodotto

senza I’aggiunta di starter commerciali e dunque soggetto a fermentazione spontanea operata da batteri lattici



naturalmente associati alle materie prime e all’ambiente di caseificazione. Il Caciofiore della Sibilla € un for-
maggio tradizionale prodotto con I’uso di un coagulante vegetale ottenuto dalla macerazione di porzioni della
pianta C. acanthifolia All. che cresce spontaneamente nei pascoli di alta quota del Parco Nazionale dei Monti
Sibillini. Nel corso del presente Dottorato é stata analizzata una singola produzione di Caciofiore della Sibilla
realizzata presso il Caseificio degli Angeli di Pieve Torina (MC) nelle Marche. In dettaglio, tre forme di Ca-
ciofiore della Sibilla sono state prodotte ed analizzate in comparazione ad altrettante forme di Pecorino tradi-
zionale, ottenuto utilizzando lo stesso batch di latte e caglio animale in polvere. Entrambi i formaggi sono stati
sottoposti a valutazione del pH ed a caratterizzazione microbiologica attraverso un approccio molecolare po-
lifasico basato su tecniche coltura-indipendenti (Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel Elec-
trophoresis e lllumina sequencing) e coltura-dipendenti. Dalle analisi € stato possibile osservare un impatto
marginale o pressoché nullo del caglio vegetale sulla composizione e le dinamiche della popolazione fungina
del formaggio, mentre un impatto piu evidente ¢ stato evidenziato sulla popolazione batterica. Dall’analisi
della popolazione fungina, la specie Debaryomyces hansenii € risultata stabilmente presente in entrambi i for-
maggi durante il periodo di stagionatura, mentre Meyerozyma guilliermondii é stata identificata esclusivamente
nel formaggio Caciofiore della Sibilla. Tra i numerosi taxa batterici, sono stati identificati batteri alterativi,
ambientali e pro-tecnologici principalmente ascritti all’ordine Lactobacillales. In particolare, rappresentanti
del gruppo Lactobacillus alimentarius/paralimentarius e Lactobacillus plantarum/paraplantarum/pentosus
sono stati rilevati analizzando i DNA estratti direttamente dalla pianta, dal caglio vegetale e dalla cagliata
ottenuta mediante coagulazione con caglio vegetale. | dati ottenuti mediante lllumina sequencing hanno mo-
strato per entrambi i formaggi, a fine stagionatura, la dominanza di batteri appartenenti all’ordine Lactobacil-
lales, evidenziando pero la co-dominanza dei generi Lactobacillus e Leuconostoc nel formaggio Caciofiore
della Sibilla e la dominanza del genere Lactoccocus seguito dal genere Lactobacillus nel formaggio Pecorino
tradizionale.

Il salame di Fabriano (o semplicemente salame Fabriano) € un salume tipico della tradizione marchigiana,
prodotto secondo i requisiti stabiliti dal disciplinare di produzione, redatto dal Consorzio per la Tutela di questo
salume e approvato dal Consiglio Comunale di Fabriano. Nel corso del presente Dottorato € stata analizzata
una produzione sperimentale di salame tipo Fabriano ottenuta presso I’Istituto Zooprofilattico Sperimentale

dell’Umbria e delle Marche, Sezione di Perugia, seguendo il disciplinare per la scelta delle carni, del tipo di



lardo e di budello. Obiettivo della Ricerca é stato quello di caratterizzare dal punto di vista chimico-fisico
(valutazione del pH e dell’umidita relativa) e microbiologico (enumerazione di gruppi batterici e valutazione
del profilo del microbiota batterico via Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gra-
dient Gel Electrophoresis e lllumina sequencing) di salami sperimentali prodotti con concentrazioni variabili
di nitrati e nitriti, in assenza o aggiunta di starter commerciale di batteri lattici, al fine di valutare 1’influenza
dei conservanti sulla diversita e le dinamiche microbiche delle popolazioni residenti e/o aggiunte. Nello spe-
cifico, per ciascuna tipologia di fermentazione considerata (naturale o guidata) sono stati analizzati salami
prodotti con 0 mg kg nitrato/0 mg kg nitrito, 75 mg kg nitrato/60 mg kg* nitrito e 150 mg kg nitrato/125
mg kg nitrito. Le analisi condotte sui salami sperimentali di tipo Fabriano hanno permesso di rilevare 1’as-
senza di specie patogene quali Clostridium botulinum, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, evidenza
questa della qualita microbiologica delle materie prime. L’analisi RT-PCR-DGGE ha permesso di evidenziare
una notevole similarita nella composizione del microbiota dei salami prodotti con e senza aggiunta di starter
commerciale. Per quanto riguarda I’effetto dei nitrati/nitriti sulla popolazione microbica, all’aumentare della
concentrazione di tali conservanti, la RT- PCR-DGGE ha evidenziato una progressiva scomparsa, durante la
fase di stagionatura, di alcuni generi quali Pseudomonas, Serratia e Staphylococcus. A differenza della tecnica
RT- PCR-DGGE, il sequenziamento con il metodo Illumina ha permesso di differenziare, seppur in modo
limitato, i salumi prodotti con e senza starter, consentendo, inoltre, di rilevare la presenza dei generi Pseudo-
monas e Staphylococcus lungo tutto il periodo di stagionatura. Entrambe le tecniche hanno, infine, mostrato la
dominanza della specie Lactobacillus sakei in tutti i salumi analizzati indipendentemente dalla concentrazione
di nitrati/nitriti aggiunti.

Il consumo di bevande fermentate analcoliche a base di cereali € diffuso in molti paesi e colture soprattutto
dell’Europa dell’Est, dell’ Africa e dell’ Asia. Negli ultimi anni, lo sviluppo di prodotti e bevande funzionali
con proprieta organolettiche e nutrizionali di pregio ha attratto I’interesse della comunita scientifica; in questo
contesto nuove bevande fermentate non alcoliche a base di cereali si stanno affacciando progressivamente sul
mercato globale. In linea con questo nuovo trend, nel corso del Dottorato sono state sviluppate tre bevande
fermentate non alcoliche con caratteristiche sensoriali apprezzabili, prive di latte, e quindi potenzialmente
adatte al consumo da parte di soggetti intolleranti o allergici al lattosio, utilizzando ceppi selezionati di batteri

lattici e cereali o pseudocereali scelti sulla base di spiccate proprieta organolettiche e/o nutrizionali. Nello



specifico, 23 ceppi di batteri lattici, conservati presso la Collezione di colture dei laboratori di Microbiologia
del Dipartimento di Scienze Agrarie, Alimentari ed Ambientali dell’Universita Politecnica delle Marche, sono
stati saggiati, in monocoltura, in substrati di fermentazione a base di riso rosso, grano saraceno o orzo, per la
valutazione della capacita acidificante e il profilo sensoriale. Al termine dello screening, per ogni cereale o
pseudocereale in studio sono state selezionate 3/4 colture, successivamente utilizzate per la produzione di be-
vande fermentate analcoliche. Durante il periodo di conservazione (30 giorni) a temperatura di refrigerazione
(+ 4°C), le bevande sperimentali sono state regolarmente sottoposte ad enumerazione di batteri lattici mesofili
su terreno di coltura MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) Agar e monitoraggio di pH e acidita totale titolabile. Al
termine della shelf life, le bevande sono state, inoltre, sottoposte a valutazione del contenuto in fosforo totale
e acido fitico, del profilo sensoriale mediante panel test e a determinazione di sostanza secca, proteine, lipidi,
carboidrati, fibra alimentare e ceneri. Dei 23 ceppi di batteri lattici preliminarmente saggiati, 8 colture sono
state selezionate sulla base della migliore performance fermentativa e del profilo sensoriale e successivamente
utilizzati per la formulazione di tre colture miste, impiegate nella produzione sperimentale delle tre bevande
fermentate. Nel corso delle prime 24 h di fermentazione, in tutte le bevande si & osservato un innalzamento
della carica di batteri lattici associato ad una contemporanea riduzione del pH. Il monitoraggio del pH e della
carica di batteri lattici nel corso del periodo di shelf life ha permesso di evidenziare la stabilita di entrambi i
parametri. La caratterizzazione bromatologica ha evidenziato un’elevata similitudine tra le tre bevande speri-
mentali in termini di contenuto proteico, fibra alimentare e ceneri, mentre differenze significative sono state
osservate per il contenuto in sostanza secca e carboidrati. Infine, dall’analisi del profilo sensoriale la bevanda
a base di riso rosso ¢ risultata di maggiore gradimento da parte di un panel non addestrato, statisticamente
superiore rispetto al valore riscontrato per le altre due bevande, considerando una scala di gradimento compresa
trale.

In panificazione I’impiego di lievito naturale o impasto acido € ampiamente diffuso a livello sia artigianale sia
industriale, per la produzione di pani tipici, dolci delle ricorrenze, cracker, grissini, ecc. Gli impasti acidi sono
classificati sulla base della tecnologia di produzione utilizzata in tre diverse tipologie: impasti acidi di tipo | 0

impasti acidi tradizionali (solidi o semi-solidi), impasti di tipo Il (liquidi) e impasti acidi di tipo 111 (essiccati).



Le tre tipologie di impasti acidi si differenziano notevolmente per la composizione della popolazione batterica
presente soprattutto in termini di batteri lattici eterofermentanti facoltativi e obbligati, responsabili della pro-
duzione di elevate quantita di acidi organici e composti volatili. Nel corso del presente Dottorato & stato spe-
rimentato 1’uso di impasti acidi di tipo II per la produzione di pane da sfarinati di frumento tenero macinato a
pietra. Obiettivo della Ricerca ¢ stato quello di valutare 1’applicabilita di impasti acidi liquidi ottenuti a partire
da impasti acidi di tipo I, nell’ambito della panificazione artigianale. Nello specifico, sono state realizzate due
produzioni di impasto acido di tipo Il a cui sono seguite due panificazioni sperimentali presso il panificio "Il
Biroccio"” di Filottrano (AN). In ciascuna prova, sono stati prodotti due impasti acidi di tipo Il utilizzando
come inoculo un impasto acido di tipo I aggiunto al 25% (peso su peso dell’impasto), conservato presso i
laboratori di Microbiologia del Dipartimento di Scienze Agrarie, Alimentari ed Ambientali. Gli impasti acidi
liquidi ottenuti sono stati sottoposti a determinazione di pH e acidita totale titolabile e ad enumerazione di
batteri lattici sul mezzo selettivo mSDB (Sourdough Bacteria modificato). Tali impasti sono stati, inoltre,
caratterizzati microbiologicamente mediante estrazione del DNA e successiva analisi PCR-DGGE. | pani pro-
dotti utilizzando gli impasti acidi liquidi sono stati sottoposti a determinazione di pH, acidita totale titolabile,
volume specifico, texture ed infine grado di apprezzamento da parte di un panel di assaggiatori non addestrati
ma familiari al consumo di pane. Le analisi hanno permesso di evidenziare un’elevata similarita tra impasto
acido di tipo | e impasti acidi di tipo Il per quanto concerne la carica di batteri lattici e 1’acidita totale titolabile,
analogamente 1’analisi PCR-DGGE ha evidenziato la presenza della specie Lactobacillus brevis e di rappre-
sentanti del gruppo Lactobacillus alimentarius/paralimentarius, dati questi che sottolineano come i parametri
di processo selezionati per il passaggio da stato solido a stato liquido non abbiano alterato la composizione del
microbiota. Le analisi condotte sul pane prodotto utilizzando impasto acido di tipo I, impasto acido di tipo Il
e lievito commerciale hanno evidenziato differenze significative per quanto riguarda i valori di pH, acidita
totale titolabile e grado di apprezzamento dei pani in studio mentre non sono state rilevate differenze signifi-

cative per la texture e il volume specifico.



